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ADA The American Diabetes Association 
ABCC ATP-binding cassette sub-family C 
ABCG ATP-binding cassette sub-family G 
AUC0-∞ area under the plasma concentration-time curve extrapolated to infinity 
α-GI α-glucosidase inhibitor 
α-MG methyl-α-D-glucopyranoside 
BCRP breast cancer resistance protein（ABCG2） 
Caco2 colon carcinoma 2 
CHO-K1 Chinese hamster ovary-K1 
CKD chronic kidney disease 
CLCRE renal clearance of creatinine 
CLUA renal clearance of uric acid 
DPBS Dulbecco's phosphate-buffered saline 
DPP4 dipeptidyl peptidase 4 
DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium 
EGF epidermal growth factor 
FBS fetal bovine serum 
FPG fasting plasma glucose 
GCP Good Clinical Practice 
GLP-1 glucagon-like peptide-1 
GLUT9 facilitative glucose transporter 9（SLC2A9） 
GIP glucose-dependent insulinotropic polypeptide 
GWAS genome-wide association study 
HbA1c hemoglobin A1c 
HBSS Hanks’ balanced salt solution 
HEK293 human embryonic kidney 293 
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HIV human immunodeficiency virus 
IDF International Diabetes Federation 
IRB institutional review board 
JDS Japan Diabetes Society 
Km Michaelis constant 
LB medium Lysogeny Broth medium 
MBS modified Barth’s solution 
MDCKII Madin-Darby canine kidney II 










NGSP National Glycohemoglobin Standardization Program 
注）2012年4月1日より、HbA1cは、特定健康診査・保健指導等を除く日常臨床および著作物においてNGSP値、HbA1c（NGSP）
を用い、当面の間、日常臨床では JDS値を併記する。換算式（NGSP値（％）＝1.02×JDS値（％）＋0.25％）に基づくNGSP値は、
我が国でこれまで用いられてきた Japan Diabetes Society（JDS）値で表記されたHbA1c（JDS）におよそ 0.4％を加えた値となり、特
に臨床的に主要な領域である JDS値5.0～9.9％の間では、JDS値（％）＋0.4％と完全に一致する 1)。 
NPT1 sodium phosphate transporter 1（SLC17A1） 
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NPT4 sodium phosphate transporter 4（SLC17A3） 
OAT1 organic anion transporter 1（SLC22A6） 
OAT3 organic anion transporter 3（SLC22A8） 
OAT4 organic anion transporter 4（SLC22A11） 
OAT10 organic anion transporter 10（SLC22A13） 
OGTT oral glucose tolerance test 
OR2 oocyte Ringer's（solution）2 
QOL quality of life 
PCR polymerase chain reaction 
S1 segment 1 
S2 segment 2 
S2 cell segment 2 cell 
S3 segment 3 
SD standard deviation 
SDS sodium dodecyl sulfate 
SEM standard error of mean 
SGLT1 sodium/glucose cotransporter 1（SLC5A1） 
SGLT2 sodium/glucose cotransporter 2（SLC5A2） 
SLC solute carrier (transporter) 
SMCT1 sodium/monocarboxylate cotransporter 1（SLC5A8） 
SMCT2 sodium/monocarboxylate cotransporter 2（SLC5A12） 
SMIT1 sodium/inositol cotransporter 1（SLC5A3） 
SMIT2 sodium/inositol cotransporter 2（SLC5A11） 
SOC medium super optimal broth with catabolite repression medium 
SU sulfonylurea 
SUA serum uric acid 
Tris tris(hydroxymethyl)-aminomethane 
UA uric acid 
UEGL urinary excretion rate of glucose 
UEUA urinary excretion rate of uric acid 
URAT1 uric acid transporter 1（ALC22A12） 























る。他に、遺伝子異常やその他の疾患に伴う糖尿病、妊娠による妊娠糖尿病がある 1, 2)。 
Table 1-1 糖尿病と糖代謝異常の成因分類 1, 2) 
I. 1型： 膵β細胞の破壊、通常は絶対的インスリン欠乏に至る 





 A. 遺伝因子として遺伝子異常が同定されたもの 
   ①β細胞機能に関わる遺伝子異常 ②インスリン作用の伝達機構に関わる遺伝子異常 
 B. 他の疾患、条件に伴うもの 





糖尿病の診断基準を Table1-2に示す。①空腹時血糖（FPG）値が 126 mg/dL以上、②75g経口




初回検査だけでも糖尿病と診断する。一方、⑤早朝 FPG値が 110 mg/dL未満でなおかつ⑥75 g 
OGTTで 2時間値が 140 mg/dL未満の場合は「正常型」と判定する。なお、上記のいずれにも属
さない場合は「境界型」と判定する 1, 2, 3)。 
Table 1-2 糖代謝異常の判定区分と判定基準 1, 2, 3) 
 判定基準 判定区分  





②75 g OGTTで 2時間値 200 mg/dL以上 
③随時血糖値 200 mg/dL以上 
④HbA1c（NGSP）が 6.5%以上 
⑤早朝 FPG値 110 mg/dL未満 ⑤および⑥の血糖値が確認された場合に










人の 8.3%）、それ以外にインスリン抵抗性患者が 3億 1,600万人と推定された。糖尿病が原因で
死亡した人は、2013年は 510万人に上り、6秒に 1人が糖尿病のために亡くなっている計算にな




ある。さらに、糖尿病有病者の推定数 3億 8,200万人のうちの 46%は診断（治療）を受けていな
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い。このまま有効な対策を施さないと、糖尿病有病者は 2030年までに 5億 9,200万人に増加する
と予測されている 4)。 
2013年の日本国内の糖尿病患者数は、前述の IDFの報告において 720万人で、昨年の 710万
人から微増した。国別に最も多いのは中国（9,840万人）で、次いでインド（6,507万人）、米国（2,440
万人）が続き、8位にドイツ（755万人）、日本は 10位に位置した 4)。厚生労働省の平成 24年国
民健康・栄養調査報告によると、糖尿病が強く疑われる人（HbA1c[NGSP]：6.5％以上または糖尿
病の治療を受けている人）が 1997年には 690万人であったものが 2013年には 950万人（成人の
8.7%）に達した。さらに、糖尿病の可能性が否定できない人（HbA1c[NGSP]：6.0%～6.5％）を


























Table 1-3 血糖降下薬の特徴 2, 3) 























































































































2. Sodium/glucose cotransporter 2 阻害薬 
Sodium/glucose cotransporter 2（SGLT2）阻害薬は、SGLT2を選択的に阻害することにより、グ
ルコースの尿細管再吸収を抑制し、グルコースを体外に排泄して血糖を低下させるという作用機





Figure 1-2 Mechanism of action for selective SGLT2 inhibitor26, 27). 
 
SGLTは、solute carrier 5（SLC5）遺伝子ファミリーに属している 14回膜貫通型の輸送体であ
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り、現在ヒトにおいて 11種の isoformが報告されている 30)。そのうち SGLT2とアミノ酸レベル




びガラクトースの吸収に関わる。ほかに腎臓、気管および心臓などにも発現する 32, 33, 34, 35)。SGLT2
は腎臓の近位尿細管の S1部位を中心に強く発現し 34, 35)、グルコースの再吸収に関わる 36, 37)。
SGLT3は、小腸に多く発現するが、グルコース輸送能は持たずにグルコースセンサーとして機能
していると考えられている 34, 38)。SGLT4は、主に小腸に発現し、グルコースおよびマンノースを
輸送する 33, 34)。SGLT5は、腎臓に多く発現し、マンノースおよびフルクトースを輸送する 34, 39, 40)。
SMIT1および 2は、主に脳に発現し、イノシトールを取り込むが、生体での機能の詳細は明らか
になっていない 34, 41, 42, 43, 44)。 
Table 1-4 Highly-homologous SLC5 family members with human SGLT2. 




SGLT1 SLC5A1 small intestine>trachea, skeletal 
muscle, heart, kidney, large intestine 
glucose (1.8 mM) 
galactose (6.1 mM) 
59% 
SGLT2 SLC5A2 kidney glucose (4.9 mM) 100% 
SGLT3 SLC5A4 small intestine> skeletal muscle glucose (20 mM) 56% 
SGLT4 SLC5A9 small intestine>pancreas, skeletal 
muscle、kidney, liver 
glucose (2.6 mM) 
mannose (0.15 mM) 
54% 
SGLT5 SLC5A10 kidney mannose (0.45 mM) 
fructose (0.62 mM) 
55% 
SMIT1 SLC5A3 brain>kidney, thyroid gland, testis, 
fallopian tube 
inositol 46% 
SMIT2 SLC5A11 brain> spinal cord, small intestine inositol (0.16 mM) 50% 
 























る可能性が低く、膵 β細胞へ負担をかけることなく血糖をコントロールすることが可能である 19, 










全性が確認されている 46, 47, 48, 49)。そして、これら SGLT2阻害薬には、主薬効の他に血清尿酸（SUA）
値を低下させる作用を持つことが、luseogliflozin 50, 51)（Figure 1-3）を含め、情報のある 5つの薬





性化している 56)。そのためプリン代謝系の最終産物はUAとなり（Figure 1-4）57)、ヒトの SUA
値は他の哺乳類と比較して約 5～10倍も高い 58, 59)。UAは還元力が強いことから、アスコルビン
酸合成系を欠損した類人猿においてアスコルビン酸に代わり抗酸化的にラジカル除去に重要な役





おいて 21.5%および 26.2%と高い割合であった 63, 64)。年齢別では 30歳代、40歳代が最も多く、30
歳代の頻度は 30%に達した 63)。痛風発作の有病率については、和歌山県の一部の地域で行われた
住民調査の結果、全体で 0.5%、男性で 1.1%との報告がある 65)。これらの痛風患者はすべて 30歳 
 
 







高尿酸血症により高い SUA値が持続すると痛風発作の発症率が高くなる 66, 67, 68, 69)。痛風に加
えて、近年、一般集団病において SUA値が高いほど腎機能が低下し慢性腎臓病（CKD）の発症









を低下させる作用が認められた 52, 53, 54, 55)。糖尿病においては、冒頭で述べたとおり高血糖や代謝
異常から、細小血管および大血管の合併症を引き起こし進展させる。したがって、糖尿病患者に
おいて循環系への負の要素が取り除かれることは有用なことであると考えられる。 
通常、健康成人の体内には約 1200 mgのUAプールが存在する 57)。UAは主に肝臓や筋肉で産
生され、一日の産生量は約 700 mgになる。UAの産生にはキサンチンオキシダーゼが関わってい
る。一日に産生されるうちの約 70%（500 mg）は腎臓により尿中へ排泄され、残り（200 mg）は
唾液、胃液および消化管分泌液として消化管へ排泄される（Figure 1-5）57, 83)。腎臓におけるUA
の輸送には再吸収と分泌の両者が存在し、糸球体濾過を受けたUAは最終的に約 90%が再吸収さ
れ、尿中へ排泄されるのは 6～10%である 84, 85)。UAはアニオンとしての極性物質であり細胞膜を




     
 
















第 3章においては、その作用機序の解明を目的として in vitroにて luseogliflozinのUA輸送体への
作用および SGLT2によるUA輸送への寄与を検討した。さらに、第 4章において、SGLT2阻害








53)、ipragliflozin 54)および empagliflozin 55)において報告されている（Figure 2-1）。現在
のところ、luseogliflozinを加えて、情報のあるすべての SGLT2阻害薬において SUA値の低下が
観測されている。さらに、非選択的 SGLT阻害剤として知られる phloridzinに関しては、UAの尿

















再吸収が促進され、モノカルボン酸を交換基質としてUAを取り込む uric acid transporter 1（URAT1）
の活性化につながる機序が想定される 99, 100)。 





よりUAの腎排泄が増えるためで 92, 97, 101)、機序としてはグルコースによるUA再吸収の阻害が考










































57人の適格者を placebo、1、3、5、9、15および 25 mg群にランダムに割り付けた。治験







24人の適格者を placebo、5および 10 mg群にランダムに割り付けた。治験薬（placeboま
たは luseogliflozin）は、1日一回、朝食直前に 200 mLの水で 7日間にわたり経口投与された。
薬物動態評価および薬力学評価のための採血は、Day 1およびDay 7は、単回投与と同様の時
間に行い、Day 2～6は投与前のみ、Day 8～11はそれぞれ朝 1回採血を行った。薬物動態評価
および薬力学評価のための蓄尿は、Day 1とDay 7は単回投与と同様の時間に行い、初回投与























ペクトロメトリー（API4000、Applied Biosystems/MDS SCIEX、Foster City、CA、USA）で測





とから baseline値とDay 1値の平均値を用いた。 


















の間および健康成人全体と 2型糖尿病患者の間で Student’s t-testにより検定を行った。治験薬
（placeboまたは luseogliflozin）投与後は、placebo群に対する実薬投与各群の比較はDunnett’s test
により、任意の 2群間の比較は分散分析を行ったのち、Student’s t-testまたはAspin-Welch’s t-test





1. 被験者の背景値（baseline 値） 








健康成人 81例の SUA値は、78例（96.3%）が正常値（7 mg/dL以下）108, 109)で、3例（3.7%）
が正常範囲よりも高値であった。2型糖尿病患者 39例の SUA値は、34例（87.2%）が正常範囲
内値で、5例（12.8%）が正常範囲よりも高値であった。 
次に、背景値における SUA値とUEUAの関係、SUA値とCLUAの関係を Figure 2-3に示す。SUA
値とUEUAの関係に相関は認められなかったが、SUA値とCLUAの関係には有意な相関が認めら
れた（Figure 2-3）。 
Table 2-1 Demographic and baseline characteristics. 
Clinical characteristics 
Single dose study 
in healthy subjects 
Multiple dose study 
 in healthy subjects 
Multiple dose study 
in diabetic subjects 
Male (n) 57 24 33 
Female (n) 0 0 6 
Age (years) 26.5 ± 5.5 28.9 ± 5.9 57.5 ± 8.6 
Body weight (kg) 61.8 ± 5.9 62.4 ± 6.8 71.3 ± 12.6 
HbA1c（NGSP） (%) 5.1 ± 0.2 5.1 ± 0.2 8.4 ± 1.0 
FPG (mg/dL) 91.1 ± 4.8 89.3 ± 5.7 159.9 ± 28.6 
UEGL (g/day) 0.1 ± 0.2 0.2 ± 0.2 27.3 ± 22.9 
Urine volume (mL/day) 2374 ± 795 2630 ± 756 2997 ± 1037 
SUA level (mg/dL) 5.7 ± 0.8 5.5 ± 0.9 5.4 ± 1.4 
UEUA (mg/day) 556 ± 90 589 ± 91 705 ± 115 
CLUA (mL/min) 6.88 ± 1.29 7.68 ± 2.20 9.62 ± 2.95 





 Demographic and baseline characteristics. Figure 2-2
Data are the mean ± SD. 




 Relationship serum uric acid (SUA) level and urinary excretion Figure 2-3
rate of UA (UEUA) (A) and urinary clearance of uric acid (CLUA) 
(B) at the baseline.  
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2. Luseogliflozin のSUA値低下作用 
治験薬（placeboまたは luseogliflozin）を投与後の SUA値について、baseline値からの変化量
を Figure 2-4に示す。 
健康成人に luseogliflozinを投与後の SUA値は、すべての投与群において低下し、3 mg以上の
群で placebo群に比べて有意に低下した（Figure 2-4A、B）。1～25 mgを単回投与後 24時間の SUA
値の変化量は、−0.50～−1.59 mg/dL（placebo群：+ 0.36 mg/dL）であった。5 mgまたは 10 mgを 7
日間反復投与したときの SUA値の変化量は、Day 1にそれぞれ−1.39および−1.33 mg/dL（placebo
群：−0.04 mg/dL）であったが、Day 3では、ほぼ下げ止まりDay 7まで同じレベルで推移した。 
2型糖尿病患者に luseogliflozinを反復投与したときの SUA値は、Day 1およびDay 7のいずれ




 Effect of luseogliflozin on serum uric acid (SUA) level. Figure 2-4
Changes in SUA level from the baseline after a single dose in healthy subjects 
(A, n = 3~14), multiple dose in healthy subjects (B, n = 8), and multiple dose in 
diabetic subjects (C, n = 7 or 8). Data are shown as the mean ± SEM. **p < 




3. Luseogliflozin のUEUA促進作用 
治験薬（placeboまたは luseogliflozin）を投与後の尿中UA排泄速度（UEUA）について、baseline
値からの変化量を Figure 2-5に示す。 
健康成人に luseogliflozinを投与したとき、UEUAの顕著な増加が認められた（Figure 2-5A、B）。
Luseogliflozinを投与後 24時間までのUEUAは、最少投与量の 1 mg群においても baseline値に比べ
て有意に増加し、1～25 mg群の値は 189～268 mg/day（placebo群：−59 mg/day）であった（Figure 
2-5A）。UEUAの増加は、1 mg群でプラトーに達していた。7日間反復投与した場合は、Day 1が
最も排泄量が多く、5 mg群および 10 mg群の値は 279および 243 mg/dayであった（placebo群：
−85 mg/day）、Day 3、Day 7は日数を経るに従い排泄速度が減少した（Figure 2-5B）。 
糖尿病患者に luseogliflozinを反復投与したとき、Day 1のUEUAは増加し、0.5～5 mg群の値は
−13～75 mg/day（placebo群：−38 mg/day）であり、1 mg群および 5 mg群で有意な差が認められ
た。Day 7では健康成人と同様に排泄量の増加は認められなかった（Figure 2-5C）。 
 
 
 Effect of luseogliflozin on the urinary excretion rate of UA (UEUA). Figure 2-5
Changes in UEUA from the baseline after a single dose in healthy subjects  
(A, n = 3~14), multiple dose in healthy subjects (B, n = 8), and multiple dose in 
diabetic subjects (C, n = 7 or 8). Data are shown as the mean ± SEM. *p < 0.05,  








に上昇した（Figure 2-6A）。UEUAでは 1～5 mg群の間では差がみられなかったが、CLUAでは投与
量依存的に増加し、5 mg付近でプラトーになった。健康成人に反復投与したときは、Day 1で
placebo群に比べて有意な上昇がみられ、Day 7においてもDay 1と同様に高値を示した（Figure 
2-6B）。 
糖尿病患者に luseogliflozinを反復投与したとき、Day 1の 1 mg群においてCLUA上昇が認めら
れ、Day 7では placebo群との差は認められなかった（Figure 2-6C）。 
 
 
 The renal clearance of uric acid (CLUA) after administration of Figure 2-6
luseogliflozin.  
Changes in CLUA from the baseline after a single dose in healthy subjects  
(A, n = 3~14), multiple dose in healthy subjects (B, n = 8), and multiple dose in 
diabetic subjects (C, n = 7 or 8). Data are shown as the mean ± SEM.  













 The renal clearance of uric acid (CLCRE) after administration of Figure 2-7
luseogliflozin. 
The CLCRE after a single dose in the healthy subjects (A, n = 3~14), multiple dose 
in the Healthy subjects (B, n = 8), and multiple dose in diabetic subjects (C, n = 7 





6. Luseogliflozin の尿量に対する作用 
SGLT2の阻害による尿糖の増加によりわずかながら尿量が増加することが明らかになってい









 The urine volume after administration of luseogliflozin.  Figure 2-8
The urine volume after a single dose in healthy subjects (A, n = 3~14), multiple 
dose in healthy subjects (B, n = 8), and multiple dose in diabetic subjects (C, n = 





7. Luseogliflozin 投与後のSUA 値の低下とUEUAの増加の関連性 
Luseogliflozinによる SUA値低下作用がUEUAに起因するかどうか検証するため、健康成人に
luseogliflozinを単回投与したときの SUA値（baseline値からの低下）の推移とUEUA（baseline値
からの増加）の推移を、1、5および 25 mg群のデータで比較した（Figure 2-9）。 
健康成人に luseogliflozinを単回投与したときの SUA値の低下（Figure 2-9A）とUEUAの増加
（Figure 2-9B）の推移には関連性が認められた。1 mg群では SUA値がDay 1に低下したのちDay 
2に baseline値に戻ったのと同様に、UEUAもDay 1に有意に増加したのち baseline値に戻った。
25 mg群では SUA値の低下がDay 4まで最大値を維持し、UEUAの有意な増加はDay 2まで認め





 Comparison of the daily changes of serum uric acid (SUA) level and Figure 2-9
urinary excretion rate of UA (UEUA) after a single administration of 
luseogliflozin in healthy subjects. 
Daily changes in SUA level (A) and UEUA (B) from the baseline at the 1, 5 and 
25-mg dosing groups. Data are shown as mean ± SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 vs. 




次に、健康成人に治験薬（placeboまたは luseogliflozin 1～25 mg）を単回または反復投与した
ときの全 57例において、Day 1の SUA値（baseline値からの変化量）とUEUA（baseline値からの
変化量）をプロットした。その結果、SUA値とUEUAの変化量の間には有意な負の相関が認めら
れた（Figure 2-10、r = - 0.7672、p < 0.001）。 
 
 Negative correlation between the changes in the serum uric acid Figure 2-10
(SUA) level and urinary excretion rate of UA (UEUA) on Day 1 from 




8. Luseogliflozin 投与後のUEUA、UEGLおよび血漿中薬物濃度の比較 
Luseogliflozin投与後のUEUAの増加が luseogliflozinの血漿中濃度に依存するのかどうか検証す
るため、健康成人に luseogliflozinの 1、5および 25 mgを単回投与後 24時間までの経時的なUEUA
（mg/h）、luseogliflozinの血漿中濃度およびUEGL（g/h）を比較した。 
治験薬（placeboまたは luseogliflozin）を投与後のUEUAの推移を Figure 2-11に示す。Placebo
群のUEUAは、投与後 0～10時間は 25～28 mg/hであり、10～24時間では 14～23 mg/hで推移し
た（Figure 2-11）。この結果は、運動および昼食による増加は大きくなく、それぞれ 1.04倍および




 The time course profile of urinary excretion rate of UA (UEUA) after a Figure 2-11
single administration of luseogliflozin in healthy subjects. 















 Comparison of the time course profile of (A) urinary excretion rate of Figure 2-12
UA (UEUA), (B) the plasma concentration of luseogliflozin, and (C) 
urinary excretion rate of glucose (UEGL) after a single administration 
of luseogliflozin in the healthy subjects.  
Data are shown as the mean ± SEM. 
 
さらに、UEUAとUEGLの関連性を検証するために、健康成人に治験薬（placeboまたは 
luseogliflozin 1～25 mg）を投与したときの全 57例において、Day 1のUEUA（baselineからの変化
量）とUEGL（baselineからの変化量）、およびUEUAと血漿中未変化体のAUC0-24hの相関を検討し




た（Figure 2-13B、相関係数 r = 0.5707、p < 0.001）。また、利尿作用によってもUEUAが促進され
る可能性があることから、UEUA（baseline群減算値）と尿量（投与後 0～24時間）について相関
を調べた結果、有意な相関は認められなかった（Figure 2-13C、相関係数 r = 0.2161、p = 0.106）。 
 
 
 Relationship between the urinary excretion rate of UA (UEUA) and Figure 2-13
urinary excretion rate of glucose (A, UEGL), plasma AUC0-24h of 
luseogliflozin (B) or urine volume (C) after a single administration 
of luseogliflozin in healthy subjects.  
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9. UEGLとSUA 値およびCLUAの関係 
9-1．Baseline値における比較 
健康成人 81例および糖尿病患者 39例の baseline値におけるUEGLを 0～5、5～20、20～50
および50～100 g/dayで層別化し、算出した各グループのSUA値およびCLAUの平均値をFigure 
2-14に示す。 
健康成人 81例のUEGLは、0.0～1.05 g/dayの範囲内（平均値 ± SEM：0.16 ± 0.02 g/day）で
あり、すべての被験者が0～5 g/dayのグループに入った。健康成人のSUA値は5.64 ± 0.09 mg/dL
（以下平均値 ± SEM）、CLUAは 7.12 ± 0.18 mL/minであった（Figure 2-14A、2-14B）。 
糖尿病患者の39例のUEGLは、0.3～81.4 g/dayの範囲内であった。糖尿病患者のSUA値は、
UEGLが 20 g/dayを超えるグループで低値を示す傾向を示し、20～50および 50～100 g/dayの
グループの値は、それぞれ 5.00 ± 0.28 mg/dL（n = 15）および 5.05 ± 0.69 mg/dL（n = 6）であっ
たが、健康成人に対し有意差は認められなかった（Figure 2-14A）。CLUAは、0～5 g/dayのグル
ープでは健康成人と同等であったが、UEGLの増加に従って高くなる傾向を示し、5 g/dayを超
えるグループで健康成人に対し有意に高値を示し、50～100 g/dayのグループでは 11.49 ± 1.40 
mL/min（n = 6）であった（Figure 2-14B）。 
 
 
 Relationship between urinary excretion rate of glucose (UEGL) and Figure 2-14
serum uric acid (SUA) level or renal clearance of uric acid (CLUA) at 
the baseline. 
Data are shown as mean ± SEM. Numbers of cases are shown in parentheses.  





ープの SUA値およびCLUAの平均値を糖尿病患者の baseline値とともに Figure 2-15に示す。 
健康成人に luseogliflozin（1～25 mg）投与後の SUA値は、UEGLの増加に従って低下し、
UEGLが 20～50および 50～100 g/dayのグループでは、健康成人の baseline値に対し有意に低
値を示した（Figure 2-15A）。一方、CLUAは、UEGLの増加に従って上昇し、20～50および 50
～100 g/dayのグループでは、健康成人のbaseline値に対し有意に高値を示した（Figure 2-15B）。 
糖尿病患者に luseogliflozin（0.5～5 mg）投与した場合では、SUA値は 20～50 g/dayのグル
ープに比べて 50 g/dayを超える 3グループが低い傾向を示し、CLUAは高い傾向を示したが、
いずれもそれ以上は頭打ちの傾向を示した（Figure 2-15A、2-15B）。 
健康成人および糖尿病患者の実薬投与群（Day 1）の SUA値およびCLUAは、5～20、20～





 Relationship between urinary glucose excretion rate (UEGL) and Figure 2-15
serum uric acid (SUA) level or renal clearance of UA (CLUA) at Day 1. 
Data are shown as the mean ± SEM. The number of cases is shown in parentheses.  
**p < 0.01 vs. the baseline of healthy subjects (UEGL: 0-5 g/day), N.S.: not significant 





る 52, 53, 54, 55)。本第 2章においては、SUA値低下作用の機序を明らかにするために、luseogliflozin
の 3つの臨床試験の検査値を解析した。 
Luseogliflozinを投与したとき、健康成人および 2型糖尿病患者によらず SUA値の低下が認め
られると同時に、UEUAが有意に増加していた（Figure 2-4、5）。また、健康成人に 1～25 mgを単
回投与したときの経日的な SUA値の推移とUEUAの推移は強く関連しており（Figure 2-9）、placebo





る 57)。健康成人に単回投与したときのUEUAの増加は 189～279 mg/dayであり、この量はUA体






















































の SUA値は健康成人と同等であったが、UEGLが 20 g/dayを超えるグループの SUA値は健康成人
に対し低値を示す傾向を示した。また、CLUAは 5 g/day以上のグループにおいてUEGLの増加に






























が再吸収される 84, 85)。 
近年、これらUAの腎動態に寄与する輸送体が分子レベルで解明されている（Figure 3-1）。







連解析（genome-wide association study、GWAS）により facilitative glucose transporter 9（GLUT9、








～90%はURAT1遺伝子の変異に起因し 125)（G774Aのアレル頻度は 2.3~2.37%126, 127)）、GLUT9遺
伝子（SLC2A9）の欠損による頻度はURAT1に比べると著しく少ない 128, 129, 130)。さらに、URAT1











 Transporters involved in renal UA handling in human  Figure 3-1




腎臓での発現量は高くないがOAT2138)が哺乳類細胞発現系およびXenopus oocyte発現系による in 
vitro試験によりUAを取り込むことが報告されている。Apical側細胞膜においてUAを排出する
輸送体は、GWASにより sodium phosphate transporter 4（NPT4、SLC17A3）132, 139)、NPT1（SLC17A1）
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132)の関与が示唆され、NPT4についてはXenopus oocyte発現系による in vitro試験によりUAを膜
電位依存的に排出することが明らかにされている 140, 141)。これらのほかに SUA値に影響を与える
輸送体として、同じくGWASにより breast cancer resistance protein（BCRP、ABCG2）132, 139)が報告
されている。その後、BCRPは消化管においてUAの排出に関わる重要な輸送体であることが明




することが明らかになっている 119, 143, 144)。以上のように、現在知られているUA排泄促進作用を
持つ薬物は、いずれもURAT1に作用するものである。これらに対し、同様にUEUAを促進するこ
とが示された SGLT2阻害薬については、UA輸送体に対する作用に関する報告はない。 




























C]Uric acid（1.96 TBq/mol）はAmerican Radiolabeled Chemicals, Inc. （Saint Louis, Missouri, USA）
またはMoravek Biochemicals, Inc.（Brea, California, USA）から購入した。[3H]p-Aminohippuric acid、
[
3
H]estrone 3-sulfateおよび[3H]Prazosinは、PerkinElmer Inc.（Waltham、Massachusetts, USA）から購
入した。[3H]nicotinic acidはAmerican Radiolabeled Chemicalsから、Methyl-α-D-[U-14C] 
glucopyranoside（[14C]α-MG）はGE Healthcare UK Ltd.（Little Chalfont, Buckinghamshire, UK）から
購入した。その他の試薬は、Sigma-Aldrich Co.（St. Louis, Missouri, USA）、Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd.（大阪府、大阪市）、Nacalai Tesque, Inc.（京都府、京都市）、Invitrogen Corporation
（Carlsbad, California, USA）、Life technologies（Carlsbad, California, USA）、Applied Biosystems, LLC
（Foster City, California, USA）、Becton, Dickinson and Company（Franklin Lakes, New Jersey, USA）お
よびAmbion Inc.（Austin, Texas, USA）から購入した。 








遺伝子発現および controlのHEK293細胞は、10% fetal bovine serum（FBS）、100 units/ml 
penicillin、100 μg/ml streptomycin、0.25 μg/ml amphotericin Bおよび 2 mM L-glutamineを含む




した 24 wellプレートに播種し 2日間培養した。 
3-2．OAT4発現S2細胞 




OAT4発現および controlの S2細胞は、5% FBS、10 μg/L epidermal growth factor（EGF）、0.08 
units/mL insulinおよび 10 mg/L transferrinを含むRITC80-7 medium（機能性ペプチド研究所、山
形県、東根市）でCO2インキュベーター（33°C、CO2：5%）中で培養した。輸送試験には、





クションした細胞）は Solvo Biotechnology（Budaörs, Hungary）から購入した。 
BCRP発現および controlのMDCKII細胞は、10% FBS、2 mM L-Glutamine、Non-essential 














SGLT2発現および controlのCHO-K1細胞は 10% FBS、100 units/mL penicillin、100 μg/mL 




でコートした 24 wellプレート（Becton Dickinson）に播種し 2日間培養した。 
4. 試験系 2：輸送体発現アフリカツメガエル oocyte 






た。OR2（oocyte Ringer’s solution 2）中、顕微鏡下で卵塊を適当な大きさに分割後、OR2で 10
回洗浄した。その後、卵塊を 2 mg/mL collagenase含有OR2に移し、20～25分間、室温で振と





除去 oocyteは、50 μg/mL gentamycin含有MBS中、18°Cで維持し、1日以内に使用した。 
濾胞除去oocyteに50 nLのcRNA溶液（GLUT9 isoform 1、OAT10またはSMCT1、0.5 μg/nL）
または超純水をマイクロディスペンサ （ーDigital Microdispenser 10 μl #510、Drummond Scientific 





いた 99, 131)。 
Oocyte Ringer’s solution 2（OR2、pH 7.4） 
Chemical Concentration 
NaCl 82.5 mM 
KCl 2.0 mM 
MgCl2・6H2O  1.0 mM 
HEPES 5.0 mM 
The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 N NaOH 
and sterilized by autoclaving. 
 
Modified Barth’s solution（MBS、pH 7.4） 
Chemical Concentration 
NaCl  88.0 mM 
KCl 1.0 mM 
Ca(NO3)2・4H2O 0.33 mM 
CaCl2・2H2O 0.41 mM 
MgSO4・2H2O 0.82 mM 
NaHCO3 2.4 mM 
HEPES 10.0 mM 
The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 N NaOH 
and sterilized by autoclaving. 
 
Defolliculate solution（pH 7.4） 
Chemical Concentration 
NaCl  110 mM 
EDTA 1.0 mM 
HEPES 10.0 mM 
The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 N NaOH 




URAT1またはOAT4発現細胞および control細胞をそれぞれ 1群に付き 3 wellずつ割り振
り、0.2％DMSOおよび所定濃度の luseogliflozinを含む uptake bufferを 300 μL添加し、恒温槽
を用いて 37°Cで 15分間プレインキュベーションした。取り込み試験は、uptake bufferを完全
に除去し、37°Cに加温した 50 μMの[14C]uric acid（UA）および所定濃度の luseogliflozinを含
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有したuptake buffer 300 μLを添加することにより取り込みを開始した。URAT1の場合2分間、
OAT4の場合15分間、37°Cでインキュベーションして[14C]UAの取り込み反応を行ったのち、
氷冷した uptake bufferまたは PBSで 3回洗うことにより取り込みを停止させた。取り込み停
止後の細胞は 0.1 N NaOH 0.5 mLを加え細胞を溶解し、300 μLをガラスバイアルに採取し、10 
mLのシンチレーター（Hionic-Fluor、PerkinElmer）を加えて混和し、液体シンチレーチョンカ
ウンター（2500TR、PerkinElmer）で放射能を測定した。また、残りの溶解液から 20 μLを採






Uptake buffer for HEK293 cells (Hanks’ balanced salt solution 
containing 4.17 mM NaHCO3 and 10 mM HEPES) 
Chemical Concentration 
NaCl 1369 mM 
KCl 53.7 mM 
MgCl2・6H2O 4.92 mM 
MgSO4・7H2O 4.07 mM 
CaCl2 12.6 mM 
KH2PO4 4.41 mM 
Na2HPO4・7H2O 3.36 mM 
NaHCO3 4.17 mM 
HEPES 10.0 mM 
D-Glucose 55.6 mM 
The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 N NaOH. 
Hanks’ balanced salt solution (Life technologies) 
 
Uptake buffer for S2 cells (Dulbecco's phosphate-buffered saline) 
Chemical Concentration 
NaCl 1369 mM 
KCl 26.8 mM 
CaCl2 9.01 mM 
Na2HPO4・7H2O 80.6 mM 
MgCl2・6H2O 4.92 mM 
KH2PO4 14.7 mM 















transport buffer（donor溶液）または所定濃度の luseogliflozinのみを含む transport buffer（acceptor
溶液）を添加することにより輸送を開始させた。Apical側から basolateral側（A to B）への膜
透過試験では、apical側に donor溶液を 600 L、basolateral側に acceptor溶液を 1,500 L添加
した。Basolateral側から apical側（B to A）の膜透過試験では溶液を逆にして行った。輸送反






Transport buffer for MDCKII cells (HBSS containing 10 mM HEPES) 
Chemical Concentration 
NaCl 1369 mM 
KCl 53.7 mM 
MgCl2・6H2O 4.92 mM 
MgSO4・7H2O 4.07 mM 
CaCl2 12.6 mM 
KH2PO4 4.41 mM 
Na2HPO4・7H2O 3.36 mM 
HEPES 10.0 mM 
D-Glucose 55.6 mM 




6. 遺伝子発現 oocyte を用いた[14C]UA 取り込み阻害試験（GLUT9 isoform 1、
OAT10 およびSMCT1） 
遺伝子発現 oocyteまたは水注入 oocyteをそれぞれ 1群に付き 10個ずつ 24 wellプレートに振
り分け、ND96 oocyte uptake buffer（ND96）を約 1.5mL加え、恒温槽を用いて 25°Cで 15分間プ
レインキュベーションした。GLUT9 isoform 1およびOAT10の場合は、20 μMの[14C]UAおよび
所定濃度の luseogliflozinを含有したND96の 500 μLに置換することにより取り込みを開始した。
SMCT1の場合は、[14C]UAの代わりに 15 μMの[3H]nicotinic acidをプローブ基質に用いた。25°C
で 60分間インキュベーションして放射性プローブ基質の取り込み反応を行ったのち、氷冷した
ND96で 3回洗い取り込みを停止させた。取り込み停止後の oocyteを一つずつチューブにとり、
50 μLの 5% sodium dodecyl sulfate（SDS）を添加して溶解させた。チューブに 1.5 mLのシンチレ




ND96 oocyte uptake buffer（pH 7.4） 
Chemical Concentration 
NaCl 96.0 mM 
KCl 2.0 mM 
MgCl2・6H2O 1.0 mM 
CaCl2・2H2O 1.8 mM 
HEPES 5.0 mM 
The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 M Tris. 
 
7. SGLT2 による[14C]UA 取り込み試験 
SGLT2発現細胞および control細胞をそれぞれ 1群に付き 3 wellずつ割り振り、Na+free-uptake 
bufferを 0.6 mL添加し、恒温槽を用いて 37°Cで 20分間プレインキュベーションした。取り込み
試験は、uptake bufferを完全に除去し、37°Cに加温した 9 μM [14C]UAを含有した uptake buffer 250 
μLを添加することにより取り込みを開始した。37°Cで 5分間インキュベーションして[14C]UAの
取り込み反応を行ったのち、氷冷したuptake bufferで3回洗うことにより取り込みを停止させた。
取り込み停止後の細胞は 1 N NaOHを 200 μL加えて細胞を溶解し、0.5 N HClを 400 μL加えて中















NaCl 140 mM - 
Choline chloride - 140 mM 
KCl 2 mM  2 mM 
CaCl2 1 mM 1 mM 
MgCl2・6H2O 1 mM 1 mM 
HEPES 10 mM 10 mM 
Tris 5 mM 5 mM 





における oocyte中の放射能量（dpm/min/oocyte）を uptake buffer中放射能の初期放射能濃度
（dpm/μL）で除することにより算出した。輸送体を介した取り込み量は、遺伝子注入 oocyte
の値から、水注入 oocyteの値を減じた。Luseogliflozin添加時の阻害率は、輸送体を介した取





















Efflux ratioは、発現細胞単層膜および control細胞単層膜それぞれのA to BおよびB to Aの
Papp（3例の平均値）から以下の式によって算出したのち、発現細胞の efflux ratioを control
細胞の efflux ratioで除して control細胞による輸送を補正した。 
Efflux ratio = 
B to Aの Papp 
A to Bの Papp 
Luseogliflozin添加時の阻害率は、8-1項と同様に% of controlで示した。 
8-4．平均値、標準誤差の算出および統計解析 
すべてのデータはmean ± SEMで表記し、統計的有意差は分散分析を行ったのち、Student’s 




1. 尿酸の再吸収に関わるURAT1 およびOAT4 に対する Luseogliflozin の作用 
URAT1およびOAT4を介した[14C]UA取り込みに対する luseogliflozinの阻害作用を、それぞれ
URAT1発現HEK293細胞およびOAT4発現S2細胞ならびにそれぞれの control細胞を用いて検討
した。Luseogliflozinを 1～1,000 nMの濃度で添加したときの[14C]UAの取り込みを control






 Effect of luseogliflozin on [14C]uric acid (UA) uptake mediated by Figure 3-3
URAT1 (A) or OAT4 (B). 
Cells were incubated at 37°C for 2 min (URAT1) or 15 min (OAT4) in 50 μM 
[
14
C]UA with absence or presence of luseogliflozin added to the extracellular 
buffer. The values were expressed as percentages of uptake under control 
conditions (absence of luseogliflozin). Data are shown as the mean ± SEM  




2. 尿酸の再吸収に関わるGLUT9 isoform 1 およびOAT10 に対する Luseogliflozin
の作用 
GLUT9 isoform 1およびOAT10を介した[14C]UA取り込みに対する luseogliflozinの阻害作用を
遺伝子および水注入Xenopus oocyteを用いて検討した。Luseogliflozinを 2～200 nMの濃度で添加






 Effects of luseogliflozin on [14C]uric acid (UA) uptake mediated by Figure 3-4
GLUT9 isoform 1 (A) or OAT10 (B).  
Oocytes were incubated at 25°C for 60 min in 20 μM [14C]UA with absence or 
presence of luseogliflozin added to the extracellular buffer. The values were 
expressed as percentages of uptake under control conditions (absence of 




3. URAT1 の活性化に関与するSMCT1 に対する Luseogliflozin の作用 
SMCT1を介したnicotinic acid取り込みに対する luseogliflozinの阻害作用を遺伝子注入Xenopus 
oocyteおよび水注入 oocyteを用いて検討した。Luseogliflozinを 1～10,000 nMの濃度で添加したと







 Effect of luseogliflozin on [3H]nicotinic acid uptake mediated by Figure 3-5
SMCT1. 
Oocytes were incubated at 25°C for 60 min in 15 μM [3H]nicotinic acid with 
absence or presence of luseogliflozin added to the extracellular buffer. The 
values were expressed as percentages of uptake under control conditions 





4. 尿酸の分泌に関わるOAT1 およびOAT3 に対する Luseogliflozin の作用 
OAT1およびOAT3に対する luseogliflozinの作用を、遺伝子発現HEK293細胞および control
細胞を用いて検討した。Luseogliflozinを 1～100 μMの濃度で添加したときの[3H]p-aminohippuric 








 Effects of luseogliflozin on [3H]p-aminohippuric acid uptake mediated Figure 3-6
by OAT1 (A) and [3H]estrone 3-sulfate uptake mediated by OAT3 (B).  
Cells were incubated at 37°C for 0.5 min (OAT1) or 2 min (OAT3) in 1 μM 
[
3
H]p-aminohippuric acid (OAT1) or [
3
H]estrone 3-sulfate (OAT3) with 
absence or presence of luseogliflozin added to the extracellular buffer. The 
values were expressed as percentages of uptake under control conditions 




5. 尿酸の消化管分泌に関わるBCRP に対する Luseogliflozin の作用 
BCRPに対する luseogliflozinの作用を、BCRP発現MDCK2細胞および control細胞の単層膜を
用いて検討した。Luseogliflozinを 1～100 μMの濃度で添加したときの[3H]prazosinの輸送（efflux 






 Effects of luseogliflozin on [3H]prazosin transport mediated by BCRP Figure 3-7
Cells were incubated at 37°C for 30 min in 5 μM [3H]prazosin with absence or 
presence of luseogliflozin added to the donor and acceptor solutions. The 
values were expressed as percentages of transport under control conditions 










は、それぞれ 2.35 ± 0.96 μL/5 min/mg proteinおよび 8.15 ± 1.49 μL/5 min/mg protein（mean ± SEM）
であった。一方、[14C]UAの取り込みはそれぞれ、2.12 ± 0.75 μL/5 min/mg proteinおよび 1.73 ± 0.44 




 Uptake of [14C]uric acid (UA) by SGLT2-expressing cells. Figure 3-8
Cells were incubated at 37°C for 5 min in 1 mM [
14
C]α-MG or 9 μM [14C]UA. 




















示されている 99)。そこで、SMCT1を介した nicotinic acid取り込みに対する luseogliflozinの阻害作
用を検討したが、阻害作用は示さなかった（Figure 3-5）。Luseogliflozinの臨床最高投与量 5 mgを
ヒトに反復投与したときの定常状態における最高濃度（Cmax）0.7 μMおよび血漿タンパク結合形















よびOAT3への luseogliflozinの作用についても検討したが、最高 100 μMの濃度において影響は
認められなかった（Figure 3-6）。さらに、消化管でUA分泌に働くBCRPに対しても luseogliflozin





























グルコースとUAを交換輸送することが示されている 124, 148)。一方、isoform 2については生理的
な役割に関する報告はひとつもない 145)。また、5 mMのまでのグルコースにおいてUAとの交換
輸送も示されていない 123, 148)。しかしながら、isoform 2は isoform 1とN末端の数十アミノ酸残基
以外は同一配列であり 145)、UAやグルコースの輸送特性も類似していることから 123, 124)、グルコ
ースとUAを交換輸送する能力は持っているのではないかと考えた。 





輸送を示す可能性があると考えた。本第 4章においては、GLUT9 isoform 2を発現させた Xenopus 
oocyteを用いて、D-グルコースとUAの交換輸送を検出可能とする試験条件を検討し、D-グルコ
ースによるUA輸送の促進作用を検討した。 
さらにごく最近、KimuraらはGLUT9の isoform 2タンパクがヒト集合管の apical側に強く発
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現することを示し、UAの再吸収に関与する可能性を報告した 149)。健康成人に luseogliflozin 3 mg
以上を投与したときの尿中グルコース濃度は 100 mM以上となったことから、集合管における
GLUT9の isoform 2によるUAの再吸収を高濃度のグルコースが阻害する可能性が考えられる。
そこで、交換輸送の検討と同様にGLUT9 isoform 2を発現させたXenopus oocyteを用いて、UAの








C]Uric acid（1.96 TBq/mol）はMoravek Biochemicals, Inc.から購入した。その他の試薬は、
Sigma-Aldrich、Wako Pure Chemical Industries、Nacalai Tesque、Invitrogen、Life technologies、Applied 
BiosystemsおよびBecton, Dickinsonから購入した。 
2. 試験系：GLUT9 isoform 2 発現アフリカツメガエル oocyte 
GLUT9 isoform 2を Xenopus oocyteに発現させたものを使用した。 
2-1．プラスミドDNAの調製 
GLUT9 isoform 2のcoding regionを含むpCMV6-XL5ベクター10 ng（20 μL）を大腸菌（DH5α、
タカラ、滋賀）液 25 μLに添加後、42°Cで 1分間熱処理し、形質転換させた。氷上で 2分間
冷却後、SOC培地 300 μLに移し、37°Cで 30分間振とう培養した。大腸菌液を、100 mg/mL
の ampicillin溶液を塗布した LB寒天培地プレートに播種し、37°Cで 12時間培養した。形成
された大腸菌コロニーを4つ採取し、それぞれ100 μg/mLの ampicillin含有LB培地12 mLで、
37°Cで 5時間振とう培養した。4つのうちの 2つの菌液からそれぞれ 0.50 μLを採取し、PCR
にて増幅後（35サイクル）、2% agarose gel-tris-acetate-EDTA bufferによる電気泳動により、135 
bpのDNAバンドを確認した（Figure 4-1）。 
    
Figure 4-1 PCR products of plasmid DNA for GLUT9 isoform 2. 
 
GLUT9 isoform 2のDNAが確認されたうちの1つから、10 μLを採取し、200 mLのampicillin
含有 LB培地に播種し、37°Cで 13時間振とう培養し、遠心（6000 rpm、5分間、4°C）して大
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腸菌ペレットを得た。このペレットから、QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit（Qiagen）を用いてプ
ラスミドDNAを抽出・精製した。すなわち、ペレットをRNaseAを含有する溶解 bufferに完
全に再懸濁し、細胞をアルカリ溶解させた。溶解液を中和した後、filter cartridgeに添加し、室
温で 10分間静置した。その後、filter cartridgeにてろ過しながら column cartridgeに添加した。
DNAを columnに吸着させ、洗浄 bufferで洗浄したのち、溶出 bufferでDNAを溶出させた。
溶出液についてイソプロパノール沈殿およびエタノール沈殿にてDNAを洗浄したのち、超純
水（Invitrogen）に溶解しのプラスミドDNA（97 μg）を得た。プラスミドDNAを制限酵素
XbaIにより切断して直鎖にした。反応液の一部を取り、1% agarose gel-tris-acetate-EDTA buffer




Figure 4-2 Single stranded DNA of GLUT9 isoform 2. 
2-2．cRNAの調製 
T7 RNA polymeraseによる copied RNA（cRNA）合成は、mMESSAGE mMACHINE Kit（Life 
Technology）を用いて、37°Cで 2時間行った後、鋳型DNAを除くためにDNase I処理を 37°
Cで 15分間行い、フェノール・クロロホルム抽出後、エタノールおよび酢酸アンモニウムで
cRNAを沈殿させた。合成した cRNAを遠心により回収し、70%エタノールで洗浄後、超純水
で溶解し cRNA（91 μg）を得た。 
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2-3．GLUT9 isoform 2発現 oocyteの調製 
第 3章 2節 4-2項と同様の方法にて collagenase処理、濾胞除去、cRNAまたは水注入を行
い、遺伝子発現 oocyteおよび水注入 oocyteを調製した。前述した方法と異なる条件を用いた
場合は適宜各項に記載した。 
3. GLUT9 isoform 2 発現 oocyte による[14C]UA 取り込み trans-促進試験 
cRNA（25 ng/oocyte）または水を注入後 2日間培養した oocyteをそれぞれ 1群に付き 18個ず
つ 24 wellプレートに振り分けた。Na+/K+置換ND96で 15分間、25°Cでプレインキュベーション
後、50 nLのD-グルコース溶液（100 mM）を注入し、10 μMの[14C]UAを含むNa+/K+置換ND96
に置換することにより取り込み反応を開始させた。25°Cで 15分間インキュベーション後、第 3








-replaced ND96 oocyte uptake buffer（pH 7.4） 
Chemical Concentration 
KCl 98.0 mM 
MgCl2・6H2O 1.0 mM 
CaCl2・2H2O 1.8 mM 
HEPES 5.0 mM 
The solution was adjusted to pH 7.4 with 1 M Tris. 
4. GLUT9 isoform 2 発現 oocyte による[14C]UA 排出 trans-促進試験 
cRNA（0.25 ng/oocyte）または水を注入後 1日間培養した oocyteをそれぞれ 1群に付き 8～10
個ずつ振り分けた。1個ずつND96で 15分間、25°Cでプレインキュベーション後、1 mMの[14C]UA






5. GLUT9 isoform 2 発現 oocyte による[14C]UA 取り込み cis-阻害試験 





反応を開始させた。25°Cで 15分間インキュベーション後、第 3章 2節 6項と同様に[14C]UAの
取り込みを測定し、control（ND96）ならびに浸透圧対照として設定したD-マンニトール（100 mM）
および L-グルコース（100 mM）と比較した。 
6. 統計解析 
すべてのデータはmean ± SEMで表記した。統計的有意差は、2群間の比較は分散分析を行っ
たのち、Student’s t-testまたはAspin-Welch’s t-testにより、3群の場合はDunnett’s testにて検定を行





1. GLUT9 isoform 2 発現 oocyte による[14C]UA 取り込み試験条件の検討 
GLUT9 isoform 2によるUAとD-グルコースの交換輸送を検討するにあたり、はじめに、より
安定的な結果が得られやすい取り込み試験にてD-グルコースの trans-促進作用を検討することと
した。緒言にも述べた通り、GLUT9 isoform 2のUA取り込みに対してD-グルコースは trans-促進
作用を示さないとする報告があることから、下記のように生理条件を考慮した新規の試験条件を
検討した。 
GLUT9は、isoform 1および isoform 2共に負の膜電位を駆動力としてアニオンであるUAを排
出する活性を示す 123)。そのため、通常の反応液（ND96）での取り込みは膜電位の抵抗を受け、
絶対活性が低く促進効果が検出しにくいと考えられる。そこで、ND96のNa+をK+に置換（Na+/K+
置換ND96）することにより、GLUT9 isoform 2発現 oocyteの膜電位差を低下させ、取り込み方向
の活性を高める条件を検討した。 
GLUT9 isoform 2発現Xenopus oocyteおよび水注入 oocyteを用い、反応液にNa+/K+置換ND96
を用いて[14C]UAの取り込みを検討した。その結果、GLUT9 isoform 2を介した[14C]UAの取り込




Figure 4-3 The effects of the replacing Na+ with K+ in ND96 on GLUT9 isoform 
2-mediated [14C]UA uptake in the gene expressing Xenopus oocytes.  
Oocytes were incubated at 25°C for 20 min (A) or 60 min (B) in 10 μM [14C]UA 
added to the extracellular buffer. Data are shown as mean ± SEM (n = 9 or 10).  
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2. GLUT9 isoform 2を介した[14C]UA取り込みに対するD-グルコースの trans-促進
作用 
GLUT9 isoform 2を介したUAの取り込みに対するD-グルコースの trans-促進作用について、
反応液にNa+/K+置換ND96を用い、GLUT9 isoform 2発現Xenopus oocyteおよび水注入 oocyteを
用いて検討した。D-グルコースは、[14C]UAの取り込み反応の開始直前に 100 mMの濃度の溶液
を各 oocyteに 50 nL注入した。なお、oocyte内容積を考慮した場合、oocyte内では 16倍希釈され
るため 150)、濃度は 6.25 mM程度であると推定される。 
検討の結果、100 mMのD-グルコースを注入したときのGLUT9 isoform 2を介した[14C]UAの
取り込みは、浸透圧対照として用いた 100 mMの L-グルコースを注入した場合に比べて有意に増




Figure 4-4 Trans-stimulatory effect of D-glucose on GLUT9 isoform 2-mediate 
[14C]UA uptake in the gene expressing Xenopus oocytes.  
Oocytes were incubated at 25°C for 15 min in 10 μM [14C]UA added to the 
extracellular buffer after the injection of 100 mM D-glucose or L-glucose. Data 





3. GLUT9 isoform 2 発現 oocyte による[14C]UA 排出試験条件の検討 
GLUT9 isoform 2発現 oocyteを用いた[14C]UA排出輸送の試験条件は、当初 Xenopus oocyteへ
の cRNA注入量を 25 ng、注入後の oocyteの培養期間を 2日間、排出の反応時間を 5分間、oocyte





C]UAが維持できるよう、GLUT9 isoform 2を介したUA排出活性を低下させる条件を検討した。 
まず、GLUT9 isoform 2の発現量を低下させることを意図し、cRNA注入量を 25 ngから 2.5 ng
まで低下させ、その場合の[14C]UAの oocyte内の残存量および反応液中への排出量を測定し、残
存率を測定した。その結果、cRNA注入量 25 ngのときの細胞内[14C]UAの残存量は注入量の 56
～64%であり、2.5 ngまで減少させた場合でも 66％であり、十分な排出量の低下は認められなか
った（Figure 4-5A）。次に、cRNAの注入量を 0.1 ngまで減少させ、さらに oocyteの培期間を 2日
から 1日に短縮、[14C]UA濃度を 1 mMとした条件にて[14C]UAの残存量を測定した。その結果、
cRNA注入量 2.5 ngのときの[14C]UAの残存量は注入量の 87%となり、さらに 0.25 ngまで低下さ
せたときの排出量は 95％となった（Figure 4-5B）。また、cRNA注入量を 2.5 ngとしたときの経時
的な残存量の変化を検討した結果、15分までの間、直線的な残存量の低下（排出）が認められ、
5分後では 97%、15分後では 91%まで低下する結果が得られた（Figure 4-5C）。なお、水を注入
した oocyteにおける[14C]UAの残存率は、GLUT9 isoform 2発現 oocyteに比べて高い値であること
を確認した（Figure 4-5A～C）。 







Figure 4-5 The effects of injection amount of cRNA, culturing time, substrate 
concentration, and reaction time on GLUT9 isoform 2-mediated 
[14C]uric acid (UA) efflux by gene expressing Xenopus oocytes.  
Oocytes were incubated at 25°C for 5 (A and B) or 15 min (C) after the 
injection of 0.4 (A) or 1 mM (B and C) [
14





4. GLUT9 isoform 2を介した[14C]UA排出に対するD-グルコースの trans-促進作用 
GLUT9 isoform 2を介したUAの排出に対するD-グルコースのtrans-促進作用について、GLUT9 
isoform 2低発現oocyteおよび水注入oocyteを用いて検討した。個々のoocyteに[14C]UAを注入し、
直後に 5 mMおよび 10 mMのD-グルコースを含む反応液に交換し、10 mMの L-グルコースと比
較した（Figure 4-6）。 
検討の結果、GLUT9 isoform 2を介した[14C]UAの排出は、浸透圧対照として用いた 10 mMの
L-グルコースに比べて 5 mMのD-グルコースにより 2.1倍、10 mMのD-グルコースにより 3.1倍




Figure 4-6 Trans-stimulatory effect of D-glucose on GLUT9 isoform 
2-mediated [14C]uric acid (UA) efflux in the gene expressing 
Xenopus oocytes.  
Oocytes were incubated at 25°C for 5 min after the injection of 1 mM [
14
C]UA 
with D-glucose or L-glucose added to the extracellular buffer. Data are shown 





さらに、GLUT9 isoform 2低発現 oocyteにおけるD-グルコースによる[14C]UA排出の trans-促
進効果がGLUT9 isoform 2によるものかどうかを確認するために、GLUT9（isoform 1および 2）
に対し阻害作用を有するベンズブロマロンの効果を検討した（Figure 4-7）。なお、ベンズブロマ
ロンは、GLUT9 isoform 1に対して 50 μMで 55%、100 μMで約 80%、isoform 2に対して 50 μM
で 68%を阻害すると報告されていることから、100 μMとなるようにND96（反応液）に添加した。 
検討の結果、10 mMのD-グルコース添加時のGLUT9 isoform 2を介した[14C]UAの排出は、100 




Figure 4-7 Inhibitory effect of benzbromarone on D-glucose-stimulated 
[14C]uric acid (UA) efflux via GLUT9 isoform 2-expressing 
Xenopus oocytes.  
Oocytes were incubated at 25°C for 5 min after the injection of 1 mM [
14
C]UA 
with presence of D-glucose and/or benzbromarone added to the extracellular 
buffer. Data are shown as mean ± SEM (n = 7~10). *p < 0.05 vs. 10 m M 





5. GLUT9 isoform 2を介した[14C]UA取り込みに対するD-グルコースのcis-阻害作
用 
ごく最近、GLUT9の isoform 2タンパクがヒト集合管の apical側に強く発現することおよび
UAの再吸収に関与する可能性が報告された 149)。そこで、SGLT2阻害薬により尿糖の濃度が上昇
した場合に、集合管におけるGLUT9の isoform 2によるUAの再吸収を阻害する可能性が考えら
れる。そこで、GLUT9 isoform 2を発現させたXenopus oocyteおよび水注入 oocyteを用いて、UA










Figure 4-8 Cis-inhibitory effect of D-glucose on GLUT9 isoform 2-mediate 
[14C]UA uptake in the gene expressing Xenopus oocytes.  
Oocytes were incubated at 25°C for 15 min in 10 μM [14C]UA added to the 
extracellular buffer. Data are shown as mean ± SEM (n = 8~12). *p < 0.05 vs. 
control (Aspin-Welch’s t-test), Significant difference was not observed as a 















性を持つこと 123, 124)、さらに、GLUT9 isoform 1ではUA取り込みに対するD-グルコースの trans-
促進作用が示されている 148)。しかしながら、GLUT9 isoform 2ではD-グルコースによる trans-促













て 10 mMを設定した。過去の報告での検討では、D-グルコース濃度を 3および 5 mMとしていた
ことから、10 mMまで上げた条件であれば trans-促進作用が示されることが期待された。しかし
ながら、通常のGLUT9 isoform 2の発現量（cRNAの注入量：25 ng/oocyte）では 10 mMのD-グル
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できない可能性が想定された。そこで、cRNAの注入量を 25 ng/oocyteから 0.25 ng/oocyteまで減
少させ、注入後の培養日数を 2日から 1日に短縮することによってGLUT9 isoform 2低発現 oocyte
を作成した。さらに、注入する[14C]UAの濃度を 0.4 mM（標識体の定量可能な最低濃度）から 1 mM
（煩雑な pH調整をせずに溶解可能な最高濃度）へ変更した結果、[14C]UAの排出量は当初注入量




ることが確認された（Figure 4-6）。さらに、[14C]UA排出の促進効果がGLUT9 isoform 2に起因す
るかどうか確認するために、GLUT9 isoform 2のUA取り込みを阻害する濃度 123)のベンズブロマ
ロンの効果を検討した結果、100 mMのベンズブロマロンは、10 mM D-グルコース添加によって
増加した排出量を有意に低下させた（Figure 4-7）。これらの結果から、D-グルコースによるGLUT9 
isoform 2を介した[14C]UAの排出輸送の trans-促進作用がはじめて明らかにされた。序論にも述べ










におけるGLUT9 isoform 2によるUAとグルコースの交換輸送が関与する可能性が示唆された。 
GLUT9の isoform 2に関し、ヒト集合管に強く発現することおよびUAの再吸収に関与する可





細管以上にグルコースの濃度が上昇する。実際、健康成人に luseogliflozin 3 mg以上を投与したと











Figure 4-9 Proposed model for uricosuric effect of SGLT2 inhibitor by 
glycosuria–induced uric acid/glucose interaction mediated 
by GLUT9 isoform 2. 
The luminal glucose possibly stimulates the UA efflux mediated by 
GLUT9 isoform 2 or any other functionally similar transporters at the 
proximal tuble, and possibly inhibits the UA uptake mediated by GLUT9 
























今回の検討において、SGLT2阻害薬による SUA値低下の機序の 1つとして、GLUT9 isoform 2
を介したグルコースによるUAと交換輸送の可能性が示めされた。この機序によると、UAの排
泄によりグルコースの再吸収が促進される可能性が考えられる。LuseogliflozinによるUEUAの増
















In vitroにおいてGLUT9の isoform 1および isoform 2は、いずれも電位依存的にUAを排出す
ることから、生体内においてもUAの排出を行うと考えられている 123)。抗GLUT9抗体を持ちい
たヒト腎臓の免疫組織染色においては近位尿細管の basolateral膜の isoform 1方が apical膜の
isoform 2よりも強く染色されることが示された 131)。また、basolateral側では他にUA排出に働く
輸送体が見付かっていないこと、GLUT9遺伝子のホモ変異を認める症例では SUA値が 1.0 mg/dL
以下となり、尿中UA排泄率が糸球体ろ過量の 150%以上であることが報告され、GLUT9 isoform 
1による血管側へのUA排出への寄与が大きいことが示された 129, 130)。近位尿細管の apical膜では、
MRP4、NPT4などがUAの分泌に関与し 141, 153)、上皮細胞内のUAの滞留を回避するなどの役割
























第 3章においては、in vitroにて luseogliflozinは腎臓および消化管においてUA輸送に関与する
輸送体へ作用しないこと、および SGLT2によるUA輸送への寄与がないことを明らかにした。 
さらに第 4章においては、グルコースがGLUT9 isoform 2を介してUAと交換輸送すること、
さらに高濃度のグルコースはUA取り込みを阻害することを初めて明らかにした。 
これらの結果から、SGLT2阻害薬による SUA値の低下作用は、SGLT2阻害の結果として尿中
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